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FA fE Fe By I 20 Fe ON St A A AsHO-1 的 鉴定 
及 其 在 血 餐 后 虫 体 中 的 表达 动态 
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(重庆 师范 大 学 昆虫 与 分 子 生物 学 研究 所 , 重庆 401331) 





摘要 :【 目的 】 肉 蚊 需 要 吸食 血液 以 完成 营养 生殖 循环 ,血液 蛋白 的 消化 会 释放 大 量 的 游离 血红 素 。 血 红 素 是 促 氧 
化 剂 ,必须 严格 调控 血红 素 的 动态 平衡 。 血 红 素 加 氧 酶 (heme oxygenase, HO) 在 血红 素 的 动态 平衡 调控 中 起 着 关 
键 的 作用 ,但 不 同 昆 虫 HO 代谢 血红 素 的 途径 有 差异 。 本 研究 旨 在 鉴定 和 表达 分 析 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 的 
HO-1 基因 ,研究 HO-1 和 血红 素 在 血 餐 后 的 动态 变化 过 程 ,为 进一步 研究 中 华 按 蚊 血红 素 的 动态 平衡 调控 机 制 英 
定 基 础 。[ 方 法 ] 通 过 分 析 中 华 按 蚁 的 转录 组 数据 鉴定 HO-1 基因 ,采用 实时 定量 PCR 技术 分 析 该 基因 在 不 同 组 织 
和 在 取 食 血液 .和 葡萄糖 前 后 的 表达 谱 , 并 测定 取 食 血液 后 中 肠 中 不 同时 间 的 血红 素 浓 度 。【 结 果 】 鉴 定 到 中 华 按 蚊 
血红 素 加 氧 酶 1 基因 ,命名 为 4sHO-1( GenBank 登录 号 为 KP994552) 。AsHO-1 开放 阅读 框 长 729 bp ,编码 242 Ma 
基 酸 。 定 量 PCR 表达 分 析 发 现 ,4sHO-l 在 幼虫 和 成 虫 的 中 肠 和 中 肠 外 组 织 ( 仅 去 掉 中 肠 的 虫 体 ) 中 都 有 表达 ,中 肠 
外 组 织 中 的 表达 水 平 显 车 高 于 中 肠 中 的 表达 水 平 。4sHO-1 在 吸食 血液 后 的 中 肠 中 上 调 明 显 ,而 在 中 肠 外 组 织 中 的 
表达 变化 较 小 。 吸 食 葡 萄 糖 后 ,中 肠 中 AsHO-1 在 6 - 12 h 表达 上 升 ,最 高 上 升 了 4.2 倍 , 而 在 吸食 血液 后 AsHO-1 
在 12 -24pP 表 达 上 升 , 最 高 上 升 了 11.67 倍 。 中 肠 中 的 血红 素 含量 在 吸食 血液 后 的 3 h 即 开始 迅速 上 升 ,6 h 达到 
最 高 ,18 h 开始 下 降 。[【 结论 ] 人 研究 结果 说 明 AsHO-1 在 血 餐 后 表达 水 平 显著 上 调 , 有 可 能 与 血红 素 的 动态 调节 有 
关 , 但 有 待 进一步 验证 。 除 中 肠 外 ,4sHO-1 基因 还 在 幼虫 期 和 在 成 蚊 的 中 肠 外 组 织 中 高 表达 ,说 明 AsHO-1 基因 还 
可 能 参与 中 华 按 蚊 的 其 他 多 种 生理 过 程 。 

关键 词 : PEPE; 血 餐 ; 血红 素 加 氧 酶 -1; 血红 素 ; 表达 谱 
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Molecular characterization and expression profiles post blood feeding of 


















































heme oxygenase gene AsHO-1 in Anopheles sinensis ( Diptera; Culicidae) 
ZHI Zhong-Jing, QIN Zeng, HUANG Ting, RAN Yong-Hong, YAN Zhen-Tian, SI Feng-Ling, CHEN 
Bin* , HE Zheng-Bo ( Institute of Entomology and Molecular Biology, College of Life Sciences, 
Chongqing Normal University, Chongqing 401331, China) 

Abstract; [Aim] A blood meal is essential for the anautogenous mosquito to complete each gonotrophic 
cycle. The hydrolysis of blood proteins by midgut proteases results in a massive release of free heme, a 
known prooxidant molecule. The blood-sucking mosquitoes must strictly regulate heme homeostasis. An 
important component of this control is heme oxygenase (HO). The existing research results show that the 
heme-degradation pathway is likely to be different in different insect orders. Our study aims to clone HO-1 
gene from Anopheles sinensis, analyze its expression post blood feeding to provide the foundation for 
further research of the molecular mechanism of heme homeostasis in An. sinensis. [ Methods] A 
transcriptome database for An. sinensis was mined through bioinformatic analysis. Gene expression levels 
were analyzed in the midgut and other body tissues except midgut (carcass) and at different time post 
blood feeding using real-time PCR. Meanwhile, the concentrations of heme at different time post blood 


feeding were measured. [Results] A HO-1 gene was identified, and named as AsHO-1, with the GenBank 
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accession number of KP994552. AsHO-1 contains a 729 bp open reading frame encoding 242 amino acid 


residues. Expression analysis showed that AsHO-1 was simultaneously expressed in the midgut and 


carcass of An. sinensis and the expression level of AsHO-1 in carcass was markedly higher than that in the 


midgut. AsHO-1 mRNA levels remained elevated at 6 — 12 h after glucose feeding with a maximum 4. 2- 


fold increase, while the expression level significantly increased at 12 - 24 h post blood feeding with a 


maximum 11. 67-fold increase. The heme level increased significantly at 3 h post blood feeding, peaked 
at 6 h, and then decreased at 18 h. [ Conclusion) These findings suggest that AsHO-1 can be induced by 


blood feeding, and may be involved in the regulation of heme homeostasis, although further researches 


need to be performed to confirm this speculation. Furthermore, AsHO-1 is also highly expressed at larval 


stage and in body tissues except midgut, suggesting that AsHO-1 might be involved in multiple 


physiological processes of An. sinensis. 


Key words: Anopheles sinensis; blood meal; heme oxygenase-] ; heme; expression profile 


WA HE RUR he EN E A RE YD AS TL ARB 
需 的 营养 , 才能 完成 生殖 营养 周期 ( Attardo et al., 
2005) 。 这 种 吸血 性 行为 使 得 蚊虫 成 为 症 疾 、 乙 型 
脑 炎 、 登 章 热 、 黄 热 病 、 丝 虫 病 等 传染 性 疾病 的 传播 
媒介 。 蚊 虫 一 次 血 餐 的 蛋白 质 总 量 约 为 500 ug, H 
中 主要 是 血红 和 蛋白 ( 约 66%)、 血 清白 蛋白 ( 约 
10% ) 和 免疫 球 人 蛋白 ( 约 3% ) (Isoe et al., 2009) 。 
蚊虫 吸血 后 ,大 量 的 和 蛋 晶 水解 酶 分 泌 到 中 肠 , 将 血液 
蛋白 迅速 降解 成 寡 捧 和 氮 基 酸 (Zhou et al., 2004; 
Isoe et al., 2009 ) 。 每 一 血红 蛋白 分 子 由 4 分 子 的 
珠 蛋 白 和 4 分 子 亚 铁血 红 素 组 成 。 随 着 血红 蛋白 的 
降解 ,迅速 释放 出 大 量 的 游离 血红 素 ( Pascoa et al., 
2002; Pereira et al., 2007; Isoe et al.，2009 ) 。 游 离 
的 血红 素 是 强 有 力 的 促 氧 化 剂 ,导致 活性 氧 族 
(reactive oxygen species, ROS) 的 形成 ,对 生物 分 子 
造成 破坏 ( Ryter and Tyrrell, 2000; Lima et al., 
2012) ;同时 ,血红 素 还 是 双亲 性 分 子 , 能 插入 磷脂 
双 分 子 层 ,使 膜 结 构 不 稳定 ,导致 细胞 破裂 (Schmitt 
et al., 1993) 。 因 此 ,蚊虫 血 餐 后 释放 的 过 量 血 红 素 
会 对 细胞 产生 毒性 作用 ,必须 严格 调控 血红 素 的 动 
态 平 衡 ( Paiva-Silva et al., 2006) 。 

吸血 性 的 节 胶 动物 在 长 期 的 演化 过 程 中 ,逐渐 
形成 了 一 系列 适应 吸血 的 机 制 (Graca-Souza et al., 
2006) 。 通 过 血红 素 加 氧 酶 (heme oxygenase, HO) 
(EC 1.14.99.3) 来 分 解 代谢 血红 素 是 最 重要 的 应 
对 血红 素 毒 性 的 方式 (Oriz de Montellano and 
Wilks, 2000), BR UK Zz Sb, K H 5 A Rhodnius 
prolixus 和 微小 牛 蝗 Boophilus microplus 还 可 通过 抗 
氧化 酶 的 高 水 平 表 达 、 血 红 素 结合 蛋白 的 脱 毒 和 血 
红 素 的 凝集 等 来 控制 游离 血红 素 的 动态 平衡 
(Dansa-Petretski et al., 1995; Oliveira et al., 1999; 
Maya-Monteiro et al., 2000; Paes et al., 2001; Lara et 








al., 2003, 2005) ; R KAF EX Aedes aegypti 中 肠 围 食 
膜 ( peritrophic matrix ) 可 以 大 量 结合 游离 的 血红 素 
( Pascoa et al., 2002; Devenport et al., 2006) ; 长虹 
Beat ae FF IM ZT a FES WUE Jk f 2 (hemozoin ) 的 
可 溶性 聚合 物 ( Oliveira et al., 1999 , 2002) 。 

HO 最 先 从 哺乳 动物 中 发 现 ,是 一 种 微粒 体 酶 ， 
在 细菌 .昆虫 .藻类 植物 和 兰 椎 动物 等 生物 中 广泛 
存在 (Richaud and Zabulon, 1997; Ortiz de 
Montellano and Wilks, 2000; Lecube et al., 2004; 
Zhang et al., 2004; Paiva-Silva et al., 2006; Xie et 
al., 2015) 。 对 HO 基因 及 其 功能 的 研究 主要 集中 
在 哺乳 动物 和 植物 中 ,有 关 昆 虫 HO 基因 的 报道 较 
少 。 在 哺乳 动物 中 ,HO 存在 3 种 不 同 的 亚 型 , 即 
HO-1, HO-2 和 HO-3, HO-1 为 诱导 型 血红 素 氧 化 
酶 ,主要 在 脾脏 和 肝脏 中 高 表达 ,而 HO-2 为 组 成 性 
表达 ,主要 在 脑 和 精 业 中 高 表达 ,HO-1 和 HO-2 在 
哺乳 动物 的 血红 素 代 谢 中 起 着 重要 的 作用 ,而 HO-3 
的 功能 还 不 是 很 清楚 ( McCoubrey et al., 1997; Zhang 
et al., 2004; Kikuchi et al., 2005; Liao et al., 2013 ) 。 
在 植物 中 只 有 HO-1 和 HO-2 两 个 亚 型 (Fu et al., 
2011) ,而 在 昆虫 中 也 只 有 HO-1 和 HO-2 两 个 亚 型 。 

哺乳 动物 HO 将 血红 素 叶 啉 环 上 的 a- 内 消 旋 碳 
羟基 化 ,然后 通过 氧 依赖 性 的 切除 羟基 化 的 w- 内 消 
旋 碳 ,生成 胆 绿 素 Xe ( Biliverdin IXa, BVIXa) .CO 
和 Fe”* ( Ortiz de Montellano and Wilks，2000 ) 。 然 
而 长 虹 猎 晴 的 血红 素 代 谢 生 成 的 是 Dicysteinyl- 
BVIXy CO 和 Fe** (Paiva-Silva et al., 2006) ,埃及 
伊 蚊 血红 素 代 谢 生 成 的 产物 是 Biglutaminyl- 
BVIXa, CO 和 Fe (Pereira et al., 2007)。 将 黑 腹 
Rie Drosophila melanogaster HO 基因 进行 原核 表达 
后 ,能 够 体外 降解 血红 素 ,生成 BVIXa, BVIXB 和 
BVIX8 (Zhang et al., 2004)。 这 些 说 明 昆 虫 HO 代 
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谢 血 红 素 的 机 制 与 哺乳 动物 不 一 样 ,而 且 不 同 昆虫 
HO 代谢 血红 素 的 机 制 有 差异 ,生成 的 产物 也 不 一 
样 (Zhang et al., 2004; Paiva-Silva et al., 2006; 
Pereira et al., 2007). XH RNAi 方法 特异 性 地 抑制 
黑 腹 果 蝇 复眼 成 虫 盘 中 HO 基因 的 表达 ,导致 复眼 发 育 
maT , PLAY HO 除 与 血红 素 代谢 有 关外 ,还 与 黑 腹 果 蝇 
特定 组 织 的 正常 生长 发 育 有 关 ( Cui et al., 2008 ) 。 

中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 是 我 国 最 重要 的 传 
症 媒 介 之 一 , UE BC ER A. A ML HK (Chen et al., 
2014), SKIE, AK PBEM Ma h E KR 
谢 的 分 子 机 理 还 未 见报 道 。 本 研究 通过 分 析 中 华 按 
蚊 的 转录 组 数据 (Chen et al., 2014) ,鉴定 到 一 个 全 
长 的 HO 基因 ,命名 为 4sHO-1。 表 达 分 析 发 现 
AsHO-1 在 幼虫 和 成 蚊 的 中 肠 、. 中 肠 外 组 织 ( 仅 去 掉 
中 肠 的 虫 体 ) 中 均 有 表达 ;吸血 后 ,中 华 按 蚊 中 肠 中 
的 血红 素 浓度 迅速 上 升 ,随后 中 肠 中 AsHO-1 的 表达 
水 平 也 显著 上 调 , 说 明 AsHO-1 基因 被 血红 素 诱导 表 
达 , 可 能 参与 血红 素 的 降解 代谢 途径 。 人 研究 结果 为 
进一步 研究 中 华 按 蚊 血 红 素 的 动态 平衡 调控 机 制 黄 
定 基础 。 





1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

实验 室 品 系 的 中 华 按 蚁 原 采 自 江 苏 省 宜兴 市 ， 
已 在 室内 饲养 20 多 代 。 人 饲养 条 件 及 饲养 方法 见 秦 
赠 等 (2014) 。 
1.2 主要 试剂 

RNeasy Micro Kit 购 于 Qiagen 公司 ,Revert Aid 
First Strand cDNA Synthesis Kit 购 于 Fermentas 公司 ， 
TaqMix、RNA Cleanup Kit 购 于 康 为 世纪 公司 ， 
SYBR® Green I 购 于 BIO-RAD 公司 ,血红 素 浓度 测 
SE isk Fl & ( QuantiChrom™ Heme Asaay) 购 于 美 
BioAssay 公司 ,其 他 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.3 Hki HO-1 基因 的 鉴定 与 分 析 

以 “heme oxygenase ”为 关键 词 搜索 中 华 按 蚊 的 
转录 组 数据 库 (Chen et al., 2014), JH ORF Finder 
软件 预测 编码 序列 ,进一步 在 NCBI 进行 TBLASTX 
在 线 比 对 ,并 与 中 华 按 蚊 的 基因 组 序列 进行 在 线 比 
对 (Zhou et al., 2014)。 根 据 序列 设计 特异 性 引物 ， 
以 中 华 按 蚁 中 肠 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 产 
物 送 上 海 桑 尼 生物 科技 有 限 公司 测序 。 

用 GENSCAN 预测 基因 ,分 析 内 含 子 、 外 显 子 结 
构 (http://genes. mit. edu/GENSCAN. html ) ; FA pl/ 








Mw 计算 理论 等 电 点 (PI) 和 分 子 量 ( Mw) (http :// 
www. expasy. org/tools/pi_tool. html) ;用 SignalP 4. 0 
Server (http://www. cbs. dtu. dk/services/SignalP4. 
O/ ) 预测 信号 肽 ;CD-search (http://www. nebi. nlm. 
nih. gov/Structure/cdd/wrpsb. cgi) 分 析 保 守 结 构 域 ; 
通过 BLAST 在 NCBI 数据 库 中 找到 相似 序列 ,用 
Clustal X 1. 83 进行 多 序列 比 对 (Thompson et al., 
1997) ,利用 MEGA4. 0 软件 程序 ,运用 邻近 连接 方 
法 (neighbor-joining，NJ) 建 立 系 统 发 育 树 ,分 文 节 点 
文 持 率 采用 1 000 次 重复 抽样 进行 氨基 酸 序列 聚 类 
分 析 (Tamura et al., 2007) 。 
1.4 AsHO-1 基因 在 中 肠 和 中 肠 外 组 织 中 的 表达 

以 4 龄 幼虫 和 羽化 后 第 3 KRIME HEREN K 
验 材 料 。 幼 虫 为 4 龄 的 雌 、 雄 混合 样品 。 将 取样 的 
蚊虫 放置 冰 上 冻 尝 ,在 解剖 镜 下 用 煞 子 分 离 消化 道 ， 
再 用 眼科 剪 截取 中 肠 , 将 中 肠 和 中 肠 以 外 的 组 织 
〈 仅 去 掉 中 肠 的 虫 体 ) 分 别 放 入 RNA 保存 液 中 。 取 
A 10 头 蚊虫 组 织 为 一 个 样品 , 取 3 个 重复 的 样品 。 

按照 RNeasy Micro Kit( Qiagen) 的 说 明 书 提取 
总 RNA, DNase I( RNase Free) 去 除 基 因 组 DNA, 
RNA 电泳 与 定量 检测 后 ,参照 RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit( Fermentas ) 说 明 书 以 1 ug 的 总 
RNA 为 模板 合成 cDNA。 根据 AsHO-1 的 cDNA JF 
INT BE SEE He PCR 引物 , 以 ribosomal protein S7 
(Rps7) SERA PS (RME, 2014), RE HE PCR 采 
FH SYBR® Green I( Bio-Rad ) 染料 ,使 用 Bio-Rad 的 
CFX Connect "XJG Ht PCR 仪 进行 。 定 量 PCR 扩 
增 反 应 总 体积 为 20 pL, 包 括 2 x SYBR® Green I 10 
uL, 10 pmol/L 正 反问 引物 各 0.4 kL, 模板 cDNA 
0.8 kL, 超 纯 水 8.4 pL。 扩 增 程 序 为 :94%C 预 变性 
2 min;94C 15 s,56%C15 s,72C 20 s,40 个 循环 。 
重复 3 次 。 使 用 2 "法 计算 4sin0BP1 基因 在 不 
同 组 织 的 表达 情况 (Livak and Schmittgen, 2001 ) ,以 
AsHO-1 在 肉 成 虫 中 肠 的 表达 水 平 为 基准 比较 AsHO- 
1 基因 在 上 肉 、 雄 蚊 和 4 龄 幼虫 的 中 肠 和 中 肠 外 组 织 
中 的 差异 表达 情况 。 
1.5 AsHO-1 基因 在 血 餐 前 后 的 中 肠 和 中 肠 外 组 
织 中 的 表达 

羽化 后 第 3 天 的 肉 蚊 用 麻醉 的 小 鼠 喂 血 。 将 完 
成 吸血 的 蚊虫 吸入 纸杯 ,记录 吸血 时 间 。 分 别 取 吸 
血 前 后 3, 6, 12, 18, 24, 36 和 48 h 的 中 肠 和 中 上 肠 
外 组 织 。 重 复 3 次。 总 RNA 提取 .cDNA 制备 和 定 
量 PCR 方法 同 1.4 节 。 以 AsHO-1 在 中 上 肠 外 组 织 
的 表达 水 平 为 基准 比较 AsHO-1 在 吸血 前 后 的 中 肠 
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和 中 肠 外 组 织 中 的 差异 表达 情况 。 
1.6 AsHO-1 基因 在 取 食 血液 或 葡萄 糖 溶 液 后 的 
表达 

羽化 后 第 3 天 的 上 肉 蚊 用 麻醉 的 小 鼠 喂 血 ,或 只 
KR 10% 的 葡萄 糖 溶 液 。 完 成 取 食 时 开始 计时 ,分 
别 取 进食 前 .进食 后 3, 6, 12, 18, 24, 36 和 48 了 bh 的 
中 肠 。 重 复 3 次 。 总 RNA 提取 、cDNA 制备 和 定量 
PCR 方法 同 1.4 节 。 以 AsHO-1 在 吸食 葡萄 糖 前 的 
表达 水 平 为 基准 ,比较 AsHO-1 在 吸食 葡萄 糖 和 血液 
前 后 的 中 肠 中 的 差异 表达 情况 。 
1.7 吸血 前 后 血红 素 浓 度 的 测定 

中 华 按 蚊 吸血 前 后 中 肠 中 血红 素 浓度 的 测定 按 
HA QuantiChrom’™ Heme Asaay( BioAssay, USA) 说 明 
书 进行 ,用 ELX800 酶 标 仪 测定 。 分 别 取 吸血 前 、 吸 
身后 3, 6, 12, 18, 24, 36 和 48 了 的 中 上 肠 , 每 5 Ske 
虫 的 中 肠 为 一 个 样品 , 放 入 1.5 mL 离心 管 中 , 用 研 
磨 棒 人 研磨 ,14 000 r/min 离心 5 min, 取 上 清 夜 ,用 超 
纯 水 稀释 500 倍 , 即 为 制备 好 的 样品 咨 液 用 于 血红 
素 浓度 测定 。 在 96 孔 板 中 加 入 50 pL 样品 溶液 和 
200 pL 试剂 盒 提供 的 反应 液 ,混合 均匀 ,室温 下 反 
应 5 min, 在 400 nm 波长 下 测定 吸光 值 。 设 置 空白 
组 和 阳性 对 照 组 :用 50 pL 超 纯 水 代替 样品 液 , 即 为 
空白 对 照 ; 用 50 pL 试剂 盒 提 供 的 血红 素 标准 品 代 
替 样品 液 , 即 为 阳性 对 照 。 用 以 下 公式 计算 血红 素 
浓度 : 











__ODres, — OD 

OD 阳性 对 照 OD 空白 对 照 
其 中 OD im OD perg A OD 分 别 是 样品 BARE 
对 照 和 空白 液 在 400 nm 波长 下 的 OD 值 ,n 是 样品 
稀释 倍数 。 重 复 3 次 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

采用 DPS 软件 对 定量 PCR 结果 进行 数据 的 统 

计 分 析 , 统 计数 据 以 平均 数 + 上 标准 差 表 示 ,组 间 差 异 
采用 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA ) 和 Turkey 
会 验方 法 ,两 组 比较 采用 Student t-test 进行 分 析 。 








x 62. 5x n( mol/L), 














2 结果 


2.1 AsinHO-1 基因 的 鉴定 和 分 析 

用 “heme oxygenase ”为 关键 词 ,从 中 华 按 蚊 转 录 
组 数据 库 中 搜索 到 转录 本 拼接 序列 Unigene16314_5， 
全 长 823 bp ,有 完整 的 开放 阅读 框 ,长 729 bp ,编码 
242 个 氨基 酸 (图 1)。 根 据 Unigene16314_5 序列 设 
计 特 异 引 物 (包含 完整 的 开放 阅读 框 ) ,以 中 华 按 蚊 














触角 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,PCR 产物 送 上 
海 桑 尼 生物 科技 有 限 公 司 测序 。 测 序 结 果 显示 与 
Unigene16314_5 序列 完全 一 致 。 同 源 性 分 析 发 现 该 
基因 与 达 氏 按 蚊 Anopheles darlingi HO-1 ( GenBank 
登录 号 : ETN58590 ) 、 风 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae 
HO-1(GenBank 登录 号 : AGAP003975-PA ) .埃及 伊 
ie HO-1(GenBank 登录 号 : XP_001658955 ) FEE 
库 蚊 Culex quinquefasciatus HO-1 的 氨基 酸 序列 一 致 
性 分 别 为 83% , 81% , 65% 和 65% ,表明 鉴定 出 的 
基因 可 能 为 中 华 按 蚊 的 8O0-1, 将 该 基因 命名 为 
AsHO-1 , GenBank 登录 号 为 人 P994552 。 

AsHO-1 的 理论 分 子 量 为 28. 25 kDa, 理论 等 电 
my 9.34, AsHO-1 基因 有 1 个 内 合子 ,长 73 bp( 图 
1: A)。AsHO-L N 端 无 信号 肽 序列 , 亚 细 胞 定位 预 
测 显 示 该 重 日 定位 于 细胞 质 中 。 和 蛋白 质 结构 域 分 析 
结果 表明 AsHO-1 有 1 个 保守 的 HemeO 结构 域 ( 第 
6 -209 位 氨基 酸 ,E =6.46e-46) ,形成 血红 素 结合 口 
袋 的 8 个 氨基 酸 残 基 分 别 为 Argl12，Thrl5 Hisl9, 
His119, Gly127, Leul31, Leul71 和 Phel98( 图 1.: B), 

将 中 华 按 蚊 AsHO-1 与 分 属于 昆虫 、 疹 椎 动物 、 
洽 类 和 植物 的 HO-1 进行 比 对 ,并 用 NJ 法 绘制 了 分 
子 系统 发 育 树 ,利用 自 举 分 析 ( Bootstrap,，1 000 次 
重复 ) 检 验 各 分 文 的 置信 和 度 。 由 进化 树 可 以 发 现 昆 
Ae AES .党 类 和 植物 的 HO-L 形成 明显 的 4 文 ， 
AsHO-1 与 达 氏 按 蚊 HO-1 (ETNS8590) 的 亲缘 关系 
最 近 ( 图 2) ,与 同 源 性 比 对 结果 一 致 。 

2.2 吸血 前 后 中 华 按 蚊 中 肠 中 血红 素 的 浓度 变化 

吸血 前 中 华 按 蚊 中 肠 中 的 血红 素 含量 很 低 , 吸 
血 后 3 h 血红 素 浓度 迅速 上 升 ,至 6 bh 达到 最 高 ,一 
直 持 续 到 吸血 后 12 h ,随后 血红 素 浓度 开始 下 降 , 直 
到 吸血 后 的 48 h 血红 素 浓度 下 降 到 吸血 前 的 水 平 。 
吸血 后 血红 素 浓度 呈现 阶段 式 的 变化 ,吸血 后 3 - 
12 h 血红 素 浓 度 维持 较 高 的 水 平 ,而 吸血 后 18 - 36 
h 血红 素 的 浓度 明显 下 降 , 但 又 显著 高 于 吸血 前 和 
吸血 后 48 h( 图 3)。 

2.3 AsHO-1 基因 在 中 华 按 蚊 中 肠 、 中 肠 外 组 织 
的 表达 

KIGE Æ PCR 结果 表明 AsHO-1 基因 在 幼虫 和 
RER HA .中 肠 外 组 织 中 都 有 表达 ,但 中 肠 外 组 织 
中 的 表达 水 平 极 显 车 高 于 中 肠 ( tye = 12.0137, 
P=0. 0003; tæa = 10.9130, P = 0. 0004; ty. = 
12.5205, P =0. 0002) ,而 且 雌 成 虫 AsHO-1 基因 表 
达 水 平 显著 低 于 雄 成 虫 和 幼虫 (Ri 咖 =12.939,，P = 
0.0067; Fgsaa = 16.476, P=0.0037)( 图 4)。 
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Contig020566: 13661 bp 


2166 3061 


Genomic sequence 
EEEE EEEE 


T A 
142 681 
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AsHO1 
AgHOl 
AdHO1 
CqHO1 
AaHO1 


AsHO1 
AgHO1 
AdHO1 
CqHO1 
AaHO1 











AsHO1 RUWAV VIND 
AgHO1 RLINKIVIMD 
AdHO1 RUWAV VIBE 
CqHOL KMIRSN IB 
AaHO1 KMNKT TBEREDGE 


RADENN RIARI OG 
VEEVNNYL LIST VING 





VEEINNILL ST VISCHE 



















VRIIKWVAVAMMAFTVMQMLVR....SGKIF.. 0.2.0.0... 242 

fT AMAMAAT I LMQMVVRNQFGHEQEQTL. .......... 249 
VRILGMIGAVBMALIVMQWIVR. ... RSTEE............. 248 
VKTLIWVALLWMIYFAVKÁLFF. .i 244 
TREY BLUEICE VERE LL ee sl aia 233 


图 1 中 华 按 蚊 As80-1 的 基因 结构 (A) 及 AsHO-1 与 部 分 蚊虫 HO-1 的 氨基 酸 序列 比 对 (B) 


Fig. 1 


Gene structure of AsHO-1 (A) and multiple alignments of amino acid sequences of AsHO-1 with 


HO-1 of other mosquitoes (B) 
*A 4 = FAI TR NTE BK HE SY EE AER Black triangles indicate the key amino acid residues that form the binding pocket. 和 蛋白质 
ers GenBank 登录 号 Origin of HO-1 proteins and their GenBank accession numbers: AsHO1 : 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis, KP994552; AdHO1: 
IX tkt Anopheles darling, ETN58590; CqHO1: BUEN Culex quinquefasciatus, XP_001848782; AgHO1: X] HEER EX Anopheles gambiae, XP 








_318426; AaHO1: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, XP_001658955. 


2.4 AsHO-1 基因 在 中 华 按 蚊 吸 食 血 液 前 后 的 
表达 

中 华 按 蚁 吸食 血液 后 ,AsHO-1 基因 在 中 肠 和 中 
肠 外 组 织 中 的 表达 水 平均 发 生 显 车 的 变化 
(Fagan =86. 16, P=0.0001; tpg = 121. 9130, 
P =0. 0001) (图 5)。 中 肠 外 组 织 中 ,AsHO-1 基因 仅 
在 吸食 血液 后 3 h 的 表达 水 平 上 调 了 2.78 FF (tup_a, = 
8.3930, P=0.0011) ,其 余 时 间 点 与 吸血 前 的 表达 
水 平 无 显著 差异 ;中 肠 中 ,AsHO-1 基因 在 12 h 迅速 
上 升 ,24 h 达到 顶峰 ,随后 迅速 下 降 到 吸血 前 的 水 
平 ,12,18 和 24 h 分 别 上 升 了 13. 65, 24.56 和 
40.53 倍 (图 5)。 

2.5 AsHO-1 基因 在 中 华 按 蚁 取 食 血液 和 葡 
萄 糖 前 后 的 表达 比较 

单独 取 食 葡萄 糖 或 血液 都 能 引起 中 肠 中 AsHO- 
1 基因 的 表达 水 平 发 生 改变 (Fw = 19. 563, P = 
0.0001; tmx =184.002, P =0. 0001) (K6), RE 
Wa , ASHO-1 基因 的 表达 水 平 在 6h 和 12 h 分 
别 上 升 了 4.2 倍 和 3.34 倍 ,而 6h 之 前 和 12p 之 后 
与 吸食 葡萄 糖 之 前 无 明显 差异 ; 取 食 血液 后 ,4sHO-l 

















基因 的 表达 水 平 在 12 h 开始 上 升 ,24 h 达到 最 大 
值 ,最 高 上 升 了 11. 67 倍 ,12 h 之 前 和 24 h 之 后 
AsHO-1 基因 的 表达 水 平 与 吸食 血液 之 前 无 明显 差 


异 (图 6)。 
3 讨论 


吸血 性 昆虫 吸血 后 , 随 着 血液 重 晶 的 消化 , 短 时 
间 内 能 够 释放 出 大 量 的 游离 血红 素 ( Paiva-Silva et 
al., 2006) 。 血 红 素 参与 许多 重要 的 生命 过 程 , 如 氧 
运输 、 呼 吸 、 光 合作 用 、 药 物 解毒 以 及 信号 转 导 等 
( Ponka, 1999) ,但 过 量 的 游离 血红 素 是 潜在 的 毒性 
分 子 , 可 以 引起 活性 氧 族 的 形成 和 细胞 的 裂解 
(Schmitt and Frezzati, 1993; Ryter and Tyrrell, 
2000; Lima et al., 2012 ) 。 为 适应 血液 消化 后 高 浓 
度 的 游离 血红 素 带 来 的 氧化 压力 ,在 进化 过 程 中 吸 
血性 昆虫 逐渐 形成 了 复杂 的 自我 保护 机 制 , 其 中 通 
过 HO 分 解 血红 素 是 最 普遍 的 应 对 血红 素 毒 性 的 方 
式 (Ortiz de Montellano and Wilks, 2000) 。 

HO 是 血红 素 ee 中 的 起 始 酶 和 限 速 
酶 ,在 细菌 .昆虫 、 汇 类 植物 和 消 椎 动物 等 生物 中 广 
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图 2 ”中华 按 蚊 AsHO-1 与 其 他 物种 HO-1 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 
Fig. 2 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of HO-1 proteins from Anopheles sinensis and other species 
HO-1 来 源 及 GenBank 登录 号 为 Origin of HO-1 proteins and their GenBank accession numbers: AsHO1 : 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis, KP994552 ; 
AdHO1 ; 3A FG HEN Anopheles darling, ETN58590; CqHO1: Set ÆI Culex quinquefasciatus , XP_001848782; MrHO1: Ë ta Uut t% Megachile 
rotundata, XP_003703646; BiHO1: 能 蜂 Bombus impatiens, XP_003490927; NvHO: fin ii IMRE 42 /|\ KE Nasonia vitripennis, NP _001135857; 
AmHO; 西方 蜜蜂 Apis mellifera, NP_001011641; CcHO1: Hb 477432 WE Ceratitis capitata, XP_004536977; PhcHO: 4% #\ Pediculus humanus 
corporis, XP_002429049 ; DmHO; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster, NP_524321; BmHO: 44 Bombyx mori, NP_001040361; ApHO: fi = Hf 
Acyrthosiphon pisum , NP _001156147; BcHO1: 瓜 实 蝇 Bactrocera cucurbitae, XP_011185566; ZnHO1: 湿 木 白蚁 Zootermopsis nevadensis , 
KDR23962; MdHO: 3 ii Musca domestica, XP _011291398; SynsHO1: 42 Jg #£ Synechocystis PCC6803, BA000022; SyncHO1: 3K EK BE 
Synechococcus PCC7942 , AF048758 ; PmHO1 : 原 绿 球 菠 Prochlorococcus marinus, AY030299; TrHO1 : ZLA J ft Takifugu rubripes, AF022814; 
RnHO1 : 褐 家 鼠 Rattus norvegicus, NM_012580; HsHO1: 人 Homo sapiens, NM_002133; GgHO1: X% Gallus gallus, P14791; HaHO1: jj H 28 
Helianthus annuus, KC508614; BrHO1 : 大 白菜 Brassica rapa, HQ690823; AtHO1 : 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana, AB021858; BnHO1: 欧洲 油菜 








Brassica napus , GU390397; OsHO1: 水 稻 Oryza sativa, EU781632. 1. 


泛 存 在 。 但 有 关 HO 基因 的 克隆 、 表 达 和 功能 研究 
主要 集中 于 哺乳 动物 和 一 些 植物 ,有 关 吸 血性 昆虫 
HO 基因 的 报道 较 少 。 本 研究 通过 分 析 中 华 按 蚊 的 
转录 组 数据 (Chen et al., 2014) ,鉴定 到 一 个 全 长 的 
HO 基因 。 该 基因 与 达 氏 按 蚊 等 昆虫 的 HO-1 具有 
较 高 的 同 源 性 ,具有 保守 的 HemeO 结构 域 ( 图 1) ， 
吸血 后 显著 上 调 表 达 ( 图 5) ,表明 鉴定 出 的 基因 为 
中 华 按 蚊 的 HO-1 ,命名 为 AsH0-1。 

血液 重 白 主要 在 蚊虫 的 中 肠 消化 ,因此 我 们 比 
较 研 究 了 AsHO-1 基因 在 幼虫 和 成 虫 的 中 肠 .中 肠 以 
外 组 织 中 的 表达 情况 。 组 织 表达 分 析 发 现 AsHO-1 
在 中 华 按 蚊 的 幼虫 和 成 虫 中 都 有 表达 ,但 幼虫 期 的 




















表达 水 平 较 成 蚊 高 (图 3)。 蚊 虫 幼虫 不 取 食 血液 ， 
没有 短 时 间 内 高 浓度 游离 血红 素 带 来 的 氧化 压力 ， 
因此 AsHO-1 基因 在 幼虫 期 的 主要 功能 可 能 不 是 参 
与 血红 素 的 代谢 ,在 幼虫 期 的 功能 还 有 待 进一步 研 
究 。 中 肠 外 组 织 是 指 仅仅 去 掉 中 肠 的 整 只 蚁 忠 ， 
AsHO-1 基因 在 中 肠 外 组 织 中 的 表达 水 平 显 著 高 于 中 
肠 ( 图 3)。 在 哺乳 动物 中 ,80-1 在 大 多 数组 织 中 都 
有 表达 ,但 表达 水 平 较 低 , 当 受到 伤害 性 刺激 时 可 以 
族 导 产生 高 水 平 的 表达 ,在 神经 元 \. 肝 胜 和 脾脏 中 表 
达 水 平 最 高 (Kukoba and Moïbenko, 2002), Æ P4 
按 蚊 中 ,AsH0-1 基因 在 中 肠 外 组 织 中 的 表达 分 布 和 
在 中 肠 外 组 织 中 的 功能 还 不 清楚 ,有 待 进一步 研究 。 











956 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 58 卷 





WARE 
Concentration of heme 





UF 3 6 12 18 24 36 48 
R att =i AS EHE] (h) 
Time post blood feeding 
图 3 ”中华 按 蚊 吸 食 血 液 后 中 肠 中 血红 素 的 浓度 变化 
Fig. 3 Changes in heme concentration in the midgut of 
Anopheles sinensis post blood feeding 
柱 上 不 同 字母 表示 中 肠 中 血红 素 的 浓度 在 吸血 后 不 同时 间 的 存在 


显著 差异 (P<0.01)。Different letters above bars indicate significant 














difference in heme level at different time post blood feeding detected 


with ANOVA analysis (P <0.01). 


CO 中 肠 Midgut E 中 肠 外 组 织 Carcass 
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相对 表达 
Relative expression level 
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Female adult 
图 4 AsHO-1 FER CEP TERRE a AP AHR P RA 
Fig. 4 Expression of AsHO-1 in the midgut and other 


雄 成 虫 幼虫 
Male adult Larva 


body tissues except midgut (carcass) of Anopheles sinensis 
以 Rps7 基因 作为 内 参 ;双星 号 表示 差异 极 显 车 (P<0.01), 两 组 比 
较 采 用 Student’ s t 检验 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 不 同 组 织 表达 量 存在 显 
著 差 异 (P <0.01), 采 用 单 因 素 方差 分 析 . Rps7 was used as the 


endogenous control. Double asterisks indicate extremely significant 








differences in expression level between two tissues detected with 
Student’ s t-test. Different letters above bars indicate significant 
difference in expression level among different tissues detected with 


ANOVA analysis (P<0.01). 


中 华 按 蚊 取 食 血 液 后 血红 素 浓 度 的 变化 呈现 出 
明显 的 3 个 阶段 ,3 -12 h 浓度 最 高 ,18 -36 浓度 
下 降 ,48 h 恢复 到 吸血 前 的 水 平 (图 3) 。 参 与 蚊虫 
血液 重 白 消化 的 主要 是 内 切 重 日 酶 ,包括 胰 重 白 酶 、 
Bae FL HE A HE 、. 羧 肽 酶 和 氮 肽 酶 (Isoe et al., 2009), 
埃及 伊 蚊 取 食 血 液 后 , 胰 和 蛋白酶 的 表达 呈现 出 双 相 
表达 的 模式 ,早期 表达 的 胰 重 白 酶 在 0 -6 h 被 诱导 
表达 ,晚期 表达 的 胰 重 日 酶 在 12 -24 h 表达 ,而 发 
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图 5 AsHO-1 基因 在 吸食 血液 前 后 的 中 华 按 蚊 
中 肠 和 中 肠 外 组 织 中 的 差异 表达 
Fig. 5 Differential expression of AsHO-1 between 
midgut and carcass of Anopheles sinensis 
mosquitoes at different time post blood feeding 

UF: 未 取 食 Unfeeding. 以 Rps7 基因 作为 内 参 ; 柱 上 不 同 字母 表 
示 AsHO-1 基因 在 吸食 血液 后 不 同时 间 的 表达 量 存在 显著 差异 
(P <0.01)( 单 因素 方 益 分 析 ) Rps7 was used as the endogenous 


control. Different letters above bars indicate significant difference in 











expression level at different time post blood feeding detected with 


ANOVA analysis ( P <0.05). 
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图 6 AsHO-1 基因 在 吸食 血液 和 葡萄 糖 后 的 
中 华 按 蚊 中 的 差异 表达 
Fig. 6 Differential expression of AsHO-1 between 
blood-feeding and glucose-feeding Anopheles sinensis 
mosquitoes at different time post feeding 
UF: RRB Unfeeding. 以 Rps7 基因 作为 内 参 ; 柱 上 不 同 字母 表示 
AsHO-1 基因 在 吸食 血液 或 葡萄 糖 后 不 同时 间 的 表达 量 存在 显著 差 
异 (P<0.01)( 单 因素 方差 分 析 )。Rps7 was used as the endogenous 


control. Different letters above bars indicate significant difference in 








expression level at different time post blood or glucose feeding detected 


with ANOVA analysis (P<0.05). 


肽 酶 在 取 食 血 液 后 的 3 -36 h 被 诱导 表达 ( Felix et 
al., 1991; Noriega et al., 1996; Isoe et al., 2009) 。 
DX] EEE FE BY ESL E A BE EE EM BU AY) 12 -48 h 
表达 (Vizioli et al., 2001) 。 中 华 按 蚊 中 肠 消化 型 重 
白 酶 在 取 食 血液 后 的 动态 表达 及 其 对 血液 和 蛋白 的 消 
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化 过 程 还 没有 报道 ,但 中 华 按 蚊 血红 素 的 浓度 在 吸 
食 血液 后 3 bh WERT 4.94 倍 ( 图 3) ,说 明 中 华 按 
蚊 的 血液 蛋白 在 取 食 血液 后 的 3 上 内 就 开始 消化 。 

AsHO-1 基因 的 表达 水 平 在 吸血 后 的 12 h 开始 
上 调 表 达 , 到 24 h 达到 顶峰 (图 5) ,而 血红 素 的 浓 
度 在 吸血 后 的 3 h 开始 显著 上 升 ,但 在 12 h 后 开始 
下 降 (图 3)。 由 此 可 见 ,4sHO-1 的 表达 受到 高 浓度 
的 血红 素 诱 导 。 虽 然 AsHO-1 在 中 肠 外 组 织 中 也 高 
水 平 表 达 ( 图 4) ,但 吸食 血液 后 中 肠 外 组 织 中 的 
AsHO-1 表达 水 平 仅 在 3h 上 调 2.78 倍 ,随即 恢复 到 
吸血 前 的 水 平 ,并 维持 较为 稳定 的 表达 状态 ,而 中 肠 
中 AsHO-1 基因 在 12, 18 和 24 分 别 上 升 了 13.65， 
24.56 和 40.53 倍 ( 图 5) 。 而 且 , 取 食 和 葡萄 糖 后 中 肠 
中 AsHO-1 表达 水 平 也 仅 在 6 -12 h 上 调 表 达 ,与 吸 
血 后 上 调 表达 的 时 间 段 不 一 致 (图 6) 。 这 些 结果 进 
一 步 说 明 , 血 餐 后 AsHO-1 基因 的 表达 水 平 显著 上 
调 ,可 能 参与 血红 素 的 降解 代谢 以 维持 游离 血红 素 
的 动态 平衡 。 但 还 需要 通过 体外 表达 代谢 验证 和 
RNAi 等 方法 进一步 研究 AsHO-1 基因 在 血红 素 代谢 
中 的 功能 。 

蚊虫 中 肠 的 围 食 膜 可 以 将 食 团 与 肠 道 上 皮 细 胞 
ay ba FP ,起 到 保护 作用 ,而 且 围 食 膜 还 能 够 结合 游离 
的 血红 素 (Pascoa et al., 2002; Devenport et al., 
2006) 。 研 究 发 现 , 埃 及 伊 蚊 在 吸食 血液 后 ,游离 的 
血红 素 被 围 食 膜 吸 附 ,结合 到 围 食 膜 上 的 血红 素 量 
随 着 埃及 伊 蚊 血液 消化 的 进行 而 增加 ,于 血 餐 后 
48 h 达 到 最 大 值 ,此 时 围 食 膜 中 的 血红 素 能 达到 18 
nmol/L, 这 与 2 pL 血液 完全 水 解 所 释放 的 血红 素 的 
量 相等 ,或 与 一 次 含 血 量 为 3 pL 的 血 餐 所 释放 的 血 
红 素 量 相 近 (Shahabuddin et al., 1995; Pascoa et al., 
2002; Devenport et al.,，2006 ) 。 本 研究 发 现 中 华 按 
蚊 中 肠 中 血红 素 的 浓度 在 取 食 血液 12 h 后 开始 下 
降 ,一 方面 与 AsHO-1 基因 的 上 调 表 达 , 血红 素 可 能 
被 AsHO-1 代谢 有 关 , 男 一 方面 与 部 分 血红 素 是 否 有 
可 能 被 中 肠 的 围 食 膜 结合 有 关 , 还 有 待 进一步 研究 。 
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